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論文内容の要旨
今日の地球環境問題の一つである成層圏オゾン層の破壊に伴う有害紫外線 (UVB: 280-320 nm) 量
の増加は、イネの生育を阻害し、収量を低下させる。このような UVB による生育障害の要因は、
UVB はそのエネルギーが強いことからも、種々の要因によって引き起こされていることが十分に
想定される。当研究室ではこれまでに、イネの UVB 耐性機構に関する研究を展開し、 UVB による
生育障害の主要因の一つは、 UVB によって誘発させる DNA 損傷の一つであるピリミジン二量体
(CPD) であり、 CPD を修復する CPD 光回復酵素の活性を増加させることで、イネは UVB 抵抗
性を獲得できることを見出している。しかしながら、 CPD 以外の要因に関しては未だ不明である。
そこで、イネの UVB 耐性機構の全容を明らかにすることを目的に、これまでに UVB 抵抗性日本
型品種・ササニシキに変異原としてイオンビームを照射し、ササニシキよりも UVB 抵抗性または
感受性を示す変異体の選抜を行ってきた。なお、イオンビームは、従来変異体誘発に用いられてい
た変異原である Mitomycin C やガンマ線等と比較して、①変異箇所が少ない、②変異誘発率が高い、
③変異の幅が広いという特徴を有しており、従来の方法では獲得できなかった種々の変異体を誘発
している。そして、当研究室ではこれまでに、親株ササニシキよりも UVB 耐性を示す変異体 3 系
統、 UVB 感受性を示す変異体 2 系統の選抜に成功している。しかしながら、これら変異体の変異
の変異原因遺伝子に関しては不明である。そこで私は、これら UVB 耐性・感受性変異体イネを用
いて、イネの新たな UVB 耐性機構を明らかにすることを目的に研究を行った。
まず、これら選抜された変異体の変異要因が、これまでに見出されているUVB耐性主要因子であ
るCPD光回復酵素の活性の違いに由来しているかどうか、解析を行った。その結果、これら変異体
すべてのCPD光回復酵素の活性は、親株ササニシキと差異が無く、これら変異体は、 CPD光回復酵
素活性以外の要因によって変異が引き起こされていること分かつた。そこで私は、これら変異体の
中でも、最も高いUVB耐性を示したUVB耐性変異体イネ、 utr319 (!v !olerant [ice 319)に着目し、
utr319の変異原因遺伝子の同定、ならびにUVB耐性の獲得機構を明らかにすることにした。
まず、 UVBによる生育障害の程度を詳細に調べるため、環境調節施設内にUVB照射区、非照射区
を設定し、 Wild-Type (WT) であるササニシキと utr3 19の生育検定を行った。 UVB非照射区では、
WTと比較してutr319の分けつ数や新鮮重が若干低い特徴があるものの、分けつ数や地上部新鮮重
のUVBによる障害の程度を指標とした場合、 utr319は明らかにWTよりも耐性を示した。また、種
子根にUVBを照射し、その後の根の生育を比較したところ、 UVBを照射しない場合の根の生育は
WT と utr3 19 との間でほとんど差異は認められなかったが、 UVB照射後(1.8 W m-2 、 30 min) の生
育速度で、はutr3 19がWTよりも耐性を示した(図 1 )。さらに、1.8 Wm-2 、 60 minのUVB照射におい
ては、その後の根の伸長は両品種ともに著しく阻害されるが、種子根の致死個体(根が全くのびな
くなる個体)の出現率が、 WTと比較してutr319では少ないことも明らかになった。なお、 UVBを
照射した根のCPDの生成数を解析したところ、 WT と utr3 19 との聞で、差はなかったことから、 utr319
34 
が示す地上部および根の生育レベルでのUVB耐'性は、 CPDの生成数とは関連が無く、他の要因によ
って引き起こされていることが示唆された。
次に、 utr319の変異原因遺伝子の同定を試みた。まず、 utr319の変異箇所を推定するためにDNAマ
イクロアレイをベースとしたアレイ comparative genomic hybridization (アレイ CGH)を行った。その
結果、 utr319において 7 番染色体に座位し、隣接する2つの機能未知遺伝子、 Os07g0264900 (Accession 
No: AK071462) と Os07g0265100(Accession No: AK111251) の遺伝子の欠失が予測された。詳細に欠
失領域を同定するため、 utr319のBAC クローンライブラリを作製し、欠失が予測された領域を含
むBACクローンのDNA配列を解析した。得られた配列をイネゲノムデータベース(孔生P-DB)に登録
されている配列と比較したところ、 utr3191土Os07g0264900、 Os07g0251 00を含む第7染色体の45，4 19
bpの領域が欠失していることが明らかとなった(図 2 )。そこで、これらの遺伝子と UVB耐性との
関連を調べることにした。まず、これらの遺伝子の特徴を調べたところ、 Os07g0264900にコード
されているAK071462は翻訳開始コドンのメチオニンがなく、タンパク質として機能している可能
性が非常に低い遺伝子であった。一方で、 Os07g02651 00にコードされているAK111251 は 136アミノ
酸をコードしており、既知の特徴的な機能ドメインは存在しない、機能未知遺伝子で、あった。また、
AKl11251 と相向性の高い遺伝子は、双子葉植物のモデ、ル植物のシロイヌナズナも含め陸上植物に
のみ広く存在していた。そこでこのAK111251 がUVB耐性に直接関与しているのかを検討するため、
AK111251着目して解析を行った。
AKl11251がUVB耐性に直結しているのかを解析するため、ニホンパレを親株としてRNAi法により
AKl11251の遺伝子発現を抑制させた形質転換体 (L33 、 L34) を作製した。 AKl11251の発現量を調
べたところ、L33、L34はともにWTと比較して発現量が20%まで抑制されていた。これらの形質転
換体とWTの種子根にUVBを照射し、その後の生育をWTと比較したところ、形質転換体はWTと比
較してutr319 と同程度の耐性を示した。以上の結果より、 utr319のUVB耐性の獲得にはAK111251 の
欠失が関与していることを明らかにした。
次に、 ufr319が獲得したUVB耐性機構を遺伝子発現レベルで、解析するため、マイクロアレイ解析を
行った。 UVBを照射せず、白色光でのみ生育させたWTおよびutr319の地上部で、の遺伝子フ。ロファ
イルを比較した結果、 WTと比較してutr319で、はストレス耐性に関連する遺伝子、また、機能未知
な遺伝子の発現変動が多く見られ、それらの遺伝子の多くはWTよりも発現が上昇していた。上昇
していたストレス耐性遺伝子の中にはDREB1 グループの遺伝子で、あるDREB1AやCRT/DRE binding 
factor 1 、および転写因子として機能していると考えられるMYB domain containing protein などが含
まれていた。
DREB1A遺伝子は、低温や塩ストレスに晒された場合に発現が上昇し、下流に位置するストレス耐
性関連遺伝子群の発現を上昇させることで知られている。従って、 AK111251は非ストレス条件下
ιυ ? ?
で 、 一部のDREBl グルーフ。の発現を抑制する機能を有しており 、 utr3J9変異体はAK111251 を欠失
しているためにDREBlおよびその下流のス ト レス耐性遺伝子群の発現抑制ができていないことが
示唆される 。 そのため 、 utr3J9は非ストレス条件下でも常にス ト レス耐性遺伝子が発現しており 、
ス ト レスに応答する準備が整えられていることでUVB耐性を有したのではなし 、かと考えられた。
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国 1 Root bending assay 
発椴したWT、 utr319 ( 1 臼齢)に対してUVB 1.8 W m-2を照
射し、 2S0Cの白色光下で3日間生育させた。 友 iまUVBを照
射しなかった非照射区で右がUVBを30分照射したUVB 付加
区。
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図2 utr319における欠失領媛
utr319で欠失していた第7染色体の領域を示した。 矢印は各
遺伝子がコードされている方向を指しており、欠失領減肉に含
まれている遺伝子を赤で示している。
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論文審査結果の要旨
太陽光紫外線 B (UVB) は、 DNA 損傷の誘発、活性酸素種 (ROS) など、植物に様々な影響を
与え、生育を阻害する。これまで、単子葉モデ、ル植物のイネでは、 UVB により誘発される DNA
損傷のシクロブタン型ピリミジンダイマー (CPD) を修復する CPD 光回復酵素の活性の差が、
UVB の耐性を左右する一つの因子で、あることが明らかとなっているものの、その他の UVB 耐性
に関連する因子は不明な点が多く残されている。そこで本論文は、新たなイネの UVB 耐性因子の
解明を目的とし、イオンビームを変異原として選抜された UVB 耐性変異体イネ、 utr319 (uv 
tolerant rice 319) の変異原因遺伝子の同定、および utr319 が獲得した UVB 耐性機構の解析を行っ
た。 utr319 は CPD 光回復酵素活性には変異は無く、また双子葉モデル植物で、あるシロイヌナズナ
で UVB 耐性に関連があるとされている 6-4 光回復酵素活性や UV 吸収物質の蓄積量にも変異は認
められず、 utr319 が獲得した UVB 耐性機構を明らかにすることでイネにおける新たな UVB 耐性
因子の発見が期待された。
アレイ CGH 法による utr319 の変異箇所の推察、および utr319 の BAC クローンによる変異箇所
の塩基配列解析の結果、 utr319 は第 7 染色体上の隣接した 2 つの機能未知遺伝子
(Os07g0264900、 Os07g0265100) を含む、 45 ， 195 bp が欠夫していることを明らかにした。次に、
UVB 耐性に関与した変異原因遺伝子を同定するため、 utr319 で欠失していた各遺伝子の発現抑制
体 (RNAi)を作製し、これら機能未知遺伝子の欠失と UVB 耐性との関連を解析を行った。その
結果、 Os07g0265 100 の発現抑制体は親株としたニホンパレよりも耐性を示すことを見出し、
utr・319 の変異原因遺伝子は、 Os07g02651 00 であると決定し、 Os07g0265 100 にコードされた遺伝子
の産物を OsUTR3 19 と命名した。さらに、網羅的遺伝子発現解析等(マイクロアレイ解析、リア
ルタイム R下PCR 解析)により、 OsUTR319 は通常条件では低温、乾燥などの環境ストレスの耐性
の獲得に寄与するとされている転写因子である DREBIA 遺伝子の発現を抑制する因子であること
を突き止めた。したがって、 utr319 は DREBIA の発現を抑制することができず、 DREBIA の下流
で誘導される UVB 耐性関連因子の発現を促進したことで UVB 耐性を獲得したと結論した。
本研究により、機能未知で、あった OsUTR3 19 の機能を明らかにし、 OsUTR319 がイネの UVB 耐
性に関わる新規の因子であることを発見した。
本研究成果は本人が自立して研究活動を行う必要な高度の研究能力と学識を有することを明確に
示しており、高野成央氏提出の論文は、博士(生命科学)の博士論文として合格と認める。
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